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OLIGOPEPTIDES, COMPOSITION ET UTILISATION COMME ELICITEURS 
DES DEFENSES NATURELLES DES PLANTES 



DESCRIPTION 



L'invention conceme des oligopeptides utilises comme eliciteurs des 
defenses naturelles des plantes centre les pathogenes fongiques et/ou bacteriens 
et/ou viraux et/ou ravageurs. par application foliaire, raclnaire ou par injection, et 
obtenus par voie de synthese organique ou enzymatique. 
5 Les matieres actives des preparations phytosanitaires peuvent avoir une 

action directe sur les micro-organismes, c'est le cas des mol6cules inhibant 
certaines voies metaboliques des cellules ou qui affectent feur organisation. II s'agit 
generalement d'un traitement curatif. 

En lutte blologique, le traitement curatif est assure par rutilisation d'un agent 

10 antagoniste ou parasitalre. De meme, on emploie un micro-organisme tres 
competitif pour la colonisation de Tespace quand 11 s'agit d'un traitement preventif. 
Les matieres actives des preparations phytosanitaires peuvent avoir la propriete 
d'agir Indirectement en activant le systfeme de d§fense naturel (SDN) de la plante. 
Ceci se traduit par la sensibilisation de la plante d une 6ventuelle attaque ulterieure 

15 de la part du pathogene. A cette 6tape, les genes responsables de la synthese des 
protelnes de defense et des phyto alexines se trouvent actives, et les produits 
conrespondants sont synthetlses des le premier contact entre la cellule vegetale et 
son agresseur. On parte alors d'un traitement curatif par le biais d'eliciteurs. 
Les reactions de defenses peuvent etre localisees au niveau du site d'attaque, il. 

20 s'agit d'une reaction d'hypersensibilite (HR) qui provoque la mort cellulaire. 

Elles peuvent se gen6raliser et aboutir a une resistance systemique acquise (BAR). 
Globalement, deux mecanismes de defense concourent a freiner la propagation de 
la maladie. D'une part, sur le site de penetration du pathogene, les cellules infectees 
s'autodetruisent pour retarder sa progression (reaction d'hypersensibilite). D'autre 

25 part, des signaux d'alertes aux cellules avoisinantes cr§ent une zone de resistance 
locale acquise oD s'accumulent de nombreux compos6s de defense. Des signaux 
sont egalement transmis d la plante entifere, aboutissant ainsi ^ une resistance 
syst6mique acquise (SAR). 

La particularite innovante de cette invention se situe au niveau du nouveau mode 
30 d'action qui est preventif. En effet, cette nouvelle classe d'6liciteurs permet de 
simuler une attaque de pathogenes au niveau des cellules vggetales. Ces dernieres 
vont enclencher un mecanisme naturel de defense qui va provoquer une SAR et ce, 
au moins une fois, ce qui permettra de prevenir encore plus efficacement I'attaque. 



wo 2004/094464 



PCT/FR2003/001021 



De tres faibles quantites d*eliciteurs suffisent pour sensibiliser la membrane 
cytopiasmique. Ainsi, le seuil de detection des eliciteurs par las plantes peut 
atteindre une valeur de 10'^ Molaire ou m§me plus basse (Boiler et at. 1995 ; Annu. 
Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol.). 
5 ELICITEURS 

Depuis rintroduction du terme eliciteur par Keen et al. (1972, Phytopathology), il a 
et§ demontre que plusieurs substances de structures chimiques diverses possedent 
la propri6t6 d'activer las systemes naturels de defense (SDN) des plantes. Ce sont 
notamment ceux d'origine abiotique et qui sont representes par les ions 
10 mercuriques, cupriques, aluminiques, les acides arachidonique, phosphorique, 
saiycilique, fulvique et humique. II existe aussi des eliciteurs biotiques dont les plus 
connus sont : 

Les oligosaccharides : ils font partie des premiers eliciteurs a etre les mieux 
caracteris§s (Darvill and Albersheim (1984, Annu. Rev. Plant. Physiol)], lis se 
15 composent de 4 classes : oltgoglucannes, oligochitine, oligoc^itosane, 
oligogalacturonides, d'origine vegetale [C6t6 et al. (1994, Plant Mol. Biol)]. 
Oligoglucannes : Thepta-K-glucoside ramifi6 en positions (1 ,3-1 ,6) est le plus petit 
oligoglucoside connu pour son action elicitrice. il a §te isole a partir de Phytophtora 
sq/ae. 

20 La chitine : c'est un polymere lineaire de (1,4)-N-acetyI-B-glucosamine qui se 
rencontre chez les champignons superieurs et represente le constituant majeur de 
leurs mycelia. La partie soluble de la chitine (Iiber6e par Taction des chitinases 
vegfetales), provoque la lignification et la production de phytoalexines chez certaines 
plantes [ Pearce et al. (1982, Physiol. Plant Pathol),Ren et al. (1992, Plant Physiol)] 

25 Les oligogalacturonides : ils sont probablement liberes par ia degradation des 
homogalacturonanes (polysaccharides pectiques) suite a une attaque du pathogene 
contre la plante. Ces homogalacturonanes sont composes de residus de I'acide 1 ,4- 
a-D-galactosy(uronique et entrent dans la composition des parois cellulaires des 
plantes superieures [Cote et al. (1994, Plant Mol. Biol)]. 

30 Les enzymes : 

Bofand et al. (1997, FEBS Letters) ont demontre que le traitement de certaines 
plantes par une cellulase commerciale declenche la biosynthese de produits volatils 
via ia voie de signal de Tacide octadecanoYque, 

Klusener et al. (1999, FEBS Letters) ont etudie les interactions entre des enzymes 
35 cellulolytiques d'une part, et un eliciteur issu d'une culture de levure (Eschscholtzia 
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califomica) d'autre part, avec des bicouches lipidiques. lis sont arrives a la 
conclusion que les ^liciteurs peuvent depolariser les membranes cytoplasmiques, 
influencer les flux ioniques a travers celles-ci et m§me perturber leurs organisations 
dans certains cas. Certains eliciteurs n'ont done pas besoin de reagir avec les 
S protSlnes intraceliulaires pour provoquer des reponses de defense chez la plante. 
Ceci expliquerait le large spectre de certaines molecules. 
Les polypeptides et proteines : 

Certains glycopeptides et/ou oligosaccharides libres derives des glycoproteines sont 
actifs en terme d'6Iicitation [ Anderson et al. (1989. ), Ebel et al. (1995, Can. J. Bot), 
10 Boiler et al. (1995, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol) ]. 

Dans les glycoproteines de Colletotrichum lindemuthianum (Coleman et al. 1992, 
Physiol Mol Plant Pathol) et de Puccinia graminis f.sp. tritici (Kogel et al. 1988, 
Physiol Mol Plant Pathol), les parties gluddiques sont responsables de Tactivite 
elicitrice. 

15 Un groupe de bactSries phytopathog§nes de type Gram-negatif produit des 
proteines elicitrices de la HR chez des plantes non-hotes. Par exemple, Erwinia 
amylovara (Wei et al. 1992, Science ; Baker et al. 1993, Plant Physiol) possfede le 
g^ne hrpN qui code pour la production d*une harpin, et Pseudomonas syringae 
pv.syringae (He et al. 1993, Cell) secrete une harpiness qui est le produit du gene 

20 hrpZ. La proteine {HrpN) issue d'Erwinia amylovora stimule le flux extracellulaire 
des cations et regule ainsi les courants dans les cellules d'Arabidopsis thaliana. 
Une proteine de 18 kDa secretee par une souche de Trichoderma virens a ete 
isolee et caracterisee par Hanson et al. (2000, Phytopatology). Cette proteine est 
capable d'induire la biosynthese des produits de types terpenoTdes dans le colon. 

25 Benhamou et al. (2000. Plant physiology) dfecrivent qu'une proteine (oligandrin) de 
fa'ible poids mol6culaire, et issue de Pythium oligandram, induirait une rSacHon de 
defense chez les plants de tomates. Cette reaction limiterait la progression de la 
maladie causee par Tagent phytopathog6ne Phytophtora parasitica. 
La cryptogeine est une proteine s6cr§tSe par le champignon Ptiytoplitora cryptogea 

30 (Blein et al. 1997, FEBS Letters) qui s'en sert pour le transport du sterol. Elle est 
aussi connue pour ses proprietes stimulatrices de la defense des plantes (Ricci et 
al. 1989, Eur. J. Biochem) 
Oligopeptides : 

Le champignon Phytoplitora sojae produit une glycoproteine dont une partie (42 
35 kDa) possede la propriete elicitrice. On a meme identifie dans la moitie C-terminale 
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de cette glycoproteine, un oligopeptide de 13 acides amines qui serait aussi actif 
[(Parker et al. 1991, Mol Plant-Microbe Interact.). (NQmberger et al. 1994. Cell). 
(Saclcs et al. 1995, Mol Gen Genet.)]. Une structure specifique et une longueur 
minimale de la sequence sont essentielles pour que cet oligopeptide garde son 
S activite intacte. Des ph6nomenes similaires ont et6 observes dans le cas de la 
systemine (Pearce et al. 1993, J, Biol Chem). 

Plusieurs especes de Phytophtora secretent des proteines extracellulaires de faible 
poids moleculaire (10 kDa) appelees elidtines [(Ricci et al. 1992. Plant Pathol), 
(Kamoun et al. 1994, AppI Environ Microbiol). (Boissy et al. 1996, Structure)]. Ces 
10 molecules sont capables de provoquer des reactions d'hypersensibiltt6 ainsi qu'une 
resistance systemique acqulse [(Ricci et al. 1989. Eur. J. Biochem, 183 (3)). 
(Kamoun et al. 1993, Mol Plant-Microbe Interact)]. 

Le peptide AVR9 Cladosporium fulvum est un eliciteur (Wit et al. 1997, Mol Plant- 
Microbe interact) de la reaction d'hypersensibilite chez les plants de tomate 
15 possedant le gene de r6sistance (MM-Cf9). 
Acides amin6s : 

Siegrist et al.(2000, Physiological and Molecular Plant pathology) ont etudi6 la 
capacite de certains aminoacides a declencher la SAR chez les plants de tabac. En 
travaillant avec des concentrations de 10 n\M, ils ont observe les resultats suivants : 
20 Tacide (J-aminobutyrique est actif, 

I'acide a-aminobutyrique est peu actif. 
Tacide y-aminobutyrique est totalement inactif. 
SPECIFICITE DE UINVENTION 

La sp6cificite de invention repose sur rutilisation d'Oligopeptides hSIicoTdaux. 

25 Les travaux de Boland et al. (2000, Angew. Chem. In. Ed.) ont montre que les 
peptaibots induisent la biosynthese de produits volatlls chez certaines plantes. Ceci 
serait dO ^ leur capacite a former des canaux ioniques dans les membranes 
cellulaires. Ces types d'actions semblent etre ceux qui enciencheraient la 
stimulation de ia defense naturelle la plus forte qui soiL Ils seraient dus notamment 

30 ^1 une necrose localisee des cellules touchees qui induisent une alerte generalisee 
aupres des cellules adjacentes et des tissus. 

Selon Pedras et al. (1997, Phytochemistry), ia destruxine B (oligodepsipeptide 
cyclique) secretee par le champignon Altemana brassicae iors de I'attaque des 
cruciferes induirait ia biosynthese d'une phytotoxine appelee sinalexine. 
35 Bodo et al. (1998. Biochem. et Biophys. Acta) ont etudie I'interaction des peptaibols 
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avec les liposomes [vesicules unilamellaires larges (LUV)1. Us ont pu montrer que le 
processus majeur implique dans I'echange ionique a travers la membrane serait le 
mode « tout ou rien ». La formation de pores sufRsamment larges est done 
essentielle pour la transition des differents ions. Ceci est assurd par la formation 
d'un complexe supramoleculaire entre un agregat de 3 a 4 monomeres peptidiques 
et les molecules iipidiques. 

Yeo et al. (2000, Tetrahedon Letters) ont d6montre Tactivite Inhibitrice des 
peptavirines A et B centre le virus de la mosaTque du tabac. Une inhibition de 74 a 
79% a et§ observ6e en utilisant des concentrations de 10 lag/ml. Ces auteurs 
parlent d'un mecanisme d'action directe des peptavirines dans Tinhibition du 
pathogene, mais en aucun cas ils n'evoquent Taction 6licitrice de ces peptaibols. 

L'invention conceme Tobtention d'oligopeptides helicoTdaux par synthese 
peptidique. Les structures helicoTdales de ces peptides se logent a Trnterieur des 
membranes cellulaires. Quand plusieurs de ces molecules sont ins6r6es ensembles 
dans la membrane, elles forment un canal ou un pore, qui altere la permdabilite 
membranaire (depolarisation). L'originalite de cette invention est done de clarifier, 
optimiser et obtenir ces structures moleculaires qui permettent a coup sQr de former 
ces « pores ». 

SYNTHESE DE POLYMERES D'AMINOACIDES 
20 A — Polvmeres obtenus en melanges 

1. Obtentlon de polvaminoacide-alcools : 

La reaction entre un aminoalcool derive d'un acide amine et d'un N- 
Carboxyanhydride derive d'un aminoacide, identique Ri=R3 et R2 = R4, ou different, 
dans un soivant organique et sous conditions non stoechiom6triques, aboutit a la 
25 formation d'un melange d'homppolymeres ou d'het6ropolym6res respectivement. 

Le procede permettant Tobtention de ce type de produits peut etre d6crit par le 
schema reactionnel suivant : 



a) A partir d'a-aminoalcool et d' a-N-carboxyanhydride 




30 b) A partir d'a-aminoaicool, p-aminoalcool et p-N-carboxyanhydride (Cheng ef a/, 
2000. Organic letters) 



10 
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Dans les deux cas a et b : R = H, alkyl, alkyi substitue, 
Selon la configuration L ou D des aminoacides utilises : 

- Ri et R3 = H, alkyl, alkyl substitue ou chaTne laterale des acides amines naturels 
S ou non naturels (protegee dans ie cas de chaTnes fonctionnelles) : Ri et R3 peuvent 

etre identiques ; 

- R2 et R4 = H, alkyl, alkyl substitud ou chaTne laterale des acides amines naturels 
ou non naturels (prot6g6e dans !e cas de chaTnes fonctionnelles) ; 

- n est compris entre 3 et 30. 
10 Procede de svnthese : 

A 20 equivalents de NCA (N-carboxyanhydride a ou P) d'aminoacide dissous dans 
Ie solvant choisi (dichlorom6thane, dimethylformamide. acetonitrile, 20 ml de solvant 
par equivalent de NCA d*aminoacide a ou p), est ajoute 1 equivalent d'aminoalcopi 
(a ou p). Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 6 a 48 
IS heures, selon raminoacide utilise. Le precipit6 obtenu est alors filtre. 
Exemples : 

Alaninol R^ =CH3 R2 =H 

NCA de ralanine : R3 =CH3 R* =H 

NCA de Tacide glutamique R3=CH2CH2COOBzl R4=H 
20 NCA de la valine R3 =CH{CH3)2 R4 =H 

2" Obtention de polvaminoacides : 
a) A partir d'a-aminoadde et d* a-N-carboxyanhydride 




b) A partir d'a-aminoacide, p-aminoacide et p-N-carboxyanhydride 
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Dans les deux cas a et b : R - H, alkyi, alkyi substitue. 
Selon la configuration L ou D des aminoacides utilises : 

- Ri et R3 = H, alkyi. alkyl substrtu6 ou chaTne laterale des acides amines naturels 
5 . ou non naturels (protegee dans le cas de chalnes fonctionnelles). Ri et R3 peuvent 

etre identiques ; 

- R2 et R4 = H, alkyl, alkyl substitue ou chaTne laterale des acides amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaines fonctionnelles). R2 et R4 peuvent 
etre identiques ; 

10 - n est compris entre 3 et 30. 
Proc6d6 de svnthfese : 

A 20 equivalents de NCA (N-carboxyanhydride a ou p) d'aminoacide dissous dans 
ie solvant adSquat (dichloromSthane, dimethylformamide, acetonitrile, 20 ml de 
solvant par equivalent de NCA d'amlnoacide a ou p), est ajout6 1 6quivalent d"eau. 
15 La reaction est agitee ^ temperature ambiante pendant 6 ^ 48 heures. On filtre le 
precipitS obtenu. 



20 



Exemples : 

NCA de ralanine : R3 =CH3 

NCA de racide glutamique R3 =CH2CH2COOBzl 
NCA de la valine R3 =CH(CH3)2 

3. Qbtention de polvmeres acvles : 



R4=H 
R4=H 
R4=H 
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ou 



>4 

o 




CI 



X^CHjOHouCOiH 



ou 




R = H, alkyi, alkyi substitue. 

Selon (a configuration L ou D des aminoacides utilises : 

- Ri et R3 = H, alkyi, alkyi substitue ou chaTne (aterale des acides amines naturels 
5 ou non naturels (protegee dans le cas de chaTnes fonctionnelles). Ri et R3 peuvent 

etre identiques ; 

- R2 et R4 = H, alkyi, alkyt substitue ou chame laterale des acides amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaines fonctionnelles). R2 et R4 peuvent 
etre identiques ; 

10 - n est compris entre 3 et 30. 
Precede d'acvlation : 

250 mg de produits a acyler sont places en suspension dans 30 ml de 
dimethylformamide. 15 equivalents d*agent acylant (anhydride acetique, anhydride 
decanoTque, etc.) sont ajoutes. La reaction est agitee a temperature ambiante (de 
15 16 heures a 48 heures). 

Apres filtration, un solide blanc poudreux est obtenu. 
B — Polvmferes obtenus ours et caracterises 
1. Polvaminoacide-alcools : 



R = H, alkyi, alkyi substitue. 

Selon la configuration L ou D des aminoacides utilises : 

- Ri et R3 = H, alkyi. alkyl substitue ou chaine laterale des acides amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaines fonctionnelles). Ri et R3 peuvent 
25 etre identiques ; 
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10 



15 



20 



- R2 et R4 = H, alkyi, alkyi substitue ou chaine lat§rale des addes amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaines foncaonnelles). R2 et R4 peuvent 
etre identiques ; 

- n, compris entre 3 et 20, est defini pour chaque compose. 
2. Polyaminoacides : 



Selon la configuration L ou D des aminoacides utilises : 

- Ri et R3 = H, alkyi. alkyi substitue ou chaine laterale des acides amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaTnes fonctionnelles). Ri et R3 peuvent 
etre identiques ; 

- R2 et R4 = H. alkyi. alkyi substitue ou chaine lat§rale des addes amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaTnes fonctionnelles).R2 et R4 peuvent 
etre identiques ; 

- n, compris entre 3 et 20, est defini pour chaque compos6. 
3. Polvmferes acetvles : 



X^CHzOHouCOaH 
R = H, alkyi, alkyi substitue. 

Selon la configuration L ou D des aminoacides utilises : 

- Ri et R3 = H, alkyi, alkyi substitue ou chaTne laterale des acides amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaines fonctionnelles). Ri et R3 peuvent 
§tre identiques ; 

- R2 et R4 = H, alkyi, alkyi substitue ou chaTne laterale des addes amines naturels 
ou non naturels (protegee dans le cas de chaTnes fonctionnelles). R2 et R4 peuvent 
etre identiques ; 

- n, compris entre 3 et 30, est defini pour chaque compose. 




R = H, alkyi, alkyi substitue. 
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Exemple de procede de svnthese des composes ours 

La synthese des composes 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14 et 15 est r6alisee en phase sollde 
en stratdgie Fmoc. La r6sine choisie est de type 2-chlorotrityle (Senn, 1,8 
mmoles/g). 

5 Les couplages sont effectu6s en presence de HOST (2.5 equivalents) / HBTU 
(2.5equivalents) / DIEA (4 equivalents). 

Le solvant utilise pour Tintroduction des Fmoc-aminoacides est le dimethyl- 
formamide. Le groupe Fmoc est cliv6 par une solution de piperidine a 20% dans le 
d[m6thylformamide. 

10 Greffaqe de raminoalcool : 

La resine est agitee a temperature ambiante en presence du Fmoc-aminoalcool et 
de 6 equivalents de pyridine dans un melange constitue de dim6thylformamide et de 
dichloromSthane (1/1). Apr6s 16 h de reaction, du methanol est additionne la 
resine et le melange rSactionnei est agit6 pendant 30 minutes. 

15 AprSs filtration, le taux de charge de la r6sine est detemnlne par analyse UV. 

Les spectres de masse ESI ont ete enregistres sur un spectrom^tre de masse 
(Micromass Platform II) en mode electrospray. 
Exemple de synthese : Compose 7 

Couplage-deprotection : A 1g de resine prechargee en alaninol (taux de substitution 
20 0.15 mmol.g-^) en suspension dans du DMF, est ajoutee une solution de Fmoc~Ala 
dans le DMF puis une solution d'activation composee rfun melange equimolaire 
d'HBTU et HOBt a 0.5 M et de 4 equivalent de DIEA dans le DMF. Le melange est 
agit6 6 heures puis traite par une solution de piperidine d 20% dans le DMF. La 
rSsine est lavee avec une solution de dichloromethane puts avec une solution 
25 d'6ther. 

Clivage de la resine : La rSsine est transvasee de la vaisselie de r6action vers un 
tube a hemolyse auquel on a ajoute 4-5 ml d'une solution de TFA d 50% dans le 
dichlorom6thane. Apres 10 minutes sous agitation, la solution est filtr6e et la resine 
lavee au dichloromethane. Le solvant est evapore sous vide. 
30 Les compose 8 a 15 sont prepares en repetant n fois Tetape couplage-deprotection. 

1 : Ac-Alan-Ala-ol (1 < n < 10) 

ES : [M + Hf : 261.0. 402.5. 471.7. 544.4, 615.1, 686.4, 757.3, 808.9 

2 : Ac-Alan-Aia-ol (1 < n < 5) 
ES:[M + Hr: 373.2, 444.5 ET 515.3 

35 3 : Ac-Ala„-Ala-ol (1< n < 8) 
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ES : [M + H]* : 331 .3, 402.2. 473.3, 544.6. 61 5.5. 685.3. 

4 : Dodecyl-Ala„-:Ala-ol (1 < n < 4) 

ES : IM + H]* : 328.1 . 400.0. 471 .8. 542.0. 

5 : Ac - Ala„-Ala-oi (1 < n < 9) 

5 ES:[M + Hr: 189.1. 260.0.331.1,402.0.472.3,544.5.615.7.686.5.757.8 

6 : H-Ala„-Ala-ol (1< n < 10) 

ES : tM + H]* : 147.0, 218.0, 288.6, 360.1. 431.1, 502.1. 673.3, 786.5. 

7 : H-Alai-Ala-oi (MW : 146) 
ES : [M + H]* : 147.0 

10 8 : H-Alaz-Ala-ol (MW : 217) 

ES : [M + HT : 218.0 ;[ M + NAf : 240.0 ; [2M + H]* 434.8 ; [2M + NAf : 457.4 

9 : H-Ala3-Ala-ol (MW : 288) 
ES : [M + Hf : 289.0 

1 0 : H-Ala4-Ala-ol (MW : 359) 

15 ES : [M + HI* : 360.2 ; [M + NA]* : 382.2 ; I2M + HJ* : 719.7 ; [2M + NAf : 741 .5 
11 : H-Alas-Ala-ol (MW : 430) 

ES : [M + Hr : 431.4 ;[M + NA]* : 453.5 ; [2M + H]* : 861.3 ; [2M + Nf : 883.8 
12 : H-Alaa-Ala-OH (MW : 501) 
ES : [M + Hf ; 502.4 ; [M + N]* : 524.2 
20 13: H-Aia„-Ala-OH (1< n < 10 ) 

ES : [M + H]* : 160.9 ; 233.8 ; 303.1 ; 374.0 ; 445.2 ; 516.2 ; 587.3 ; 658.6 ; 
729.3; 800.8 

14 : H-Ala7-Ala-OH (MW : 572) 

ES : [M + HT : 573.3 ;[M + NA]* : 595.4 
25 15 : H-Alae-Ala-OH (MW : 643) 

ES : (M + HI* : 644.7 ; [M + NAf : 666.5 ; pM + Hf: 1288.1 

EFFETS PHYSIOLOGIQUES PES OLIGOPEPTIDES 

1- Choix des marqueurs biochimiaues sur olantes entieres 

a) Mesure de ractjvit6 peroxvdasique (en2yme endogdne aux piantes) 
30 Les peroxydases tiennent une place pr§ponderante dans les m^canismes de 

resistance des piantes. 

Elles participent a la production d'especes actives de I'oxygene toxiques pour les 
agents pathogenes et sont impiiquies dans la formation de la reaction 
hypersensible. Elles interviennent egalement dans la modification de la parol 
35 cellulaire. II en resulte une augmentation de la synthese de la lignine et/ou de 
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suberine (bani^res mecaniques). De meme, des pontages covalents entre les 
proteines de la paroi cellulaire sont realises. Elles permettent I'oxydation de phenols 
en quinones trfes toxiques et I'incorporation des flavonoTdes dans les parois (baniere 
chimique). 

5 Compte tenu du role primordial des peroxydases dans la resistance des plantes, 
nous avons uti!ls6 I'activit* peroxydasique comme marqueur de la resistance suite 
aux traitements par des eliciteurs. 

Afin de doser les activites peroxydasiques, les feuilles sont broyees en milieu 
tampon citrate-monohydrogeno-phosphate-disodique. L'extrait est ensuite mis en 
10 presence du gaTacol et d'eau oxygenee. Una reaction rapide se produit : le gaTacol 
est transform^ en tetragaTacol. Uapparition du tetragaiacol dans le milieu nous 
permet de calculer Tactivite peroxydasique. 

Les dosages sont effectues dans ce m§me tampon en utilisant le gaTacol comme 
substrat. Les resultats sont exprimes en ADO / mn / g de matiere fraiche. 

15 b) Mesure de I'activit6 chitinasique 

Afin de verifier que les mecanismes de resistance sont declenches, nous avons 
6galement dos§ une activite enzymatique apparaissant dans tes situations de 
resistance : ractivitS chitinasique (enzyme synth6tlsee des I'attaque des parasites, 
qui degrade la chitine, constituant des parois des champignons phytopathogenes). 

20 Reaction colorimetrique utilisee : on utilise un tampon acetate : 

solution de chitine + extrait enzymatique + tampon ac6tate qsp 0.5 ml (azur a 2 mg / 
ml) brut 50 mM - (pH5) (100 microlitres) 

- incubation pendant 30 minutes a 37X, et sous agitation continue. 

- on arrete la reaction par addition d'une solution d'HCI 1N 
25 - mesure colorimetrique au spectrophotomfetre ^ 550 nm 

L'activit§ chitinasique est exprimee en ADO / mn / g de matiere fraTdie. 
Materiel vegetal utilise 

Toutes les plantes testees sont des jeunes plants obtenus par semis ou par 
bouturages. On pratique des pulv6risations des formulations obtenues S partir 
30 d'oligopeptides- Ces fomnulations contiennent divers mouillants ou penetrants 
capables de vehiculer la matiere active (oligopeptides) jusqu'aux cellules. 
EFFETS ELICITEURS D^OLIGOPEPTIDES 

Les effets eliciteurs d'oligopeptides de synthese ont ete etudies chez plusieurs 
families de plantes parmi lesquelles on peut citer : courgette, melon, concombre, 
35 salade, ble. vigne. 
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Cas de courgettes 

Des plants de courgette §ges de 3 semaines ont ete traites par des oligopeptides. 
Les resultats obtenus sont resumes dans ie tableau N"" 1 (Planche 1/2)^ 
D'apres les resultats dudit tableau, on remarque que c'est Ie produit 6 qui possede 
5 la plus forte activity elicitrice. 

En admettant que la valeur de 100% d'activite peroxydasique est representee par Ie 
produit 6, les produits 10 et 12 montrent une activfte de 50%. Cette difference 
d'activite pourrait trouver son explication dans la diversite des structures chimiques 
de ces produits. 

10 A des degres differents. tous les autres produits ont montre une activite elicitrice. 
Les resultats obtenus indiquent que parmi les produits test6s, les acides amines 
libres sont beaucoup moins actifs par rapport aux oligopeptides. I'alaninol est Ie plus 
actif des r6sidus testes, suivi dans I'ordre par {'alanine, I'Aib et enfin le GABA. 
Ces resultats expriment clairement le pouvoir eliciteur des oligopeptides. 
15 Cas de la viqne 

Des plants de vigne dg6s de 3 semaines ont 6te traites par des oligopeptides. Les 
resultats obtenus sont resumes dans les tableaux N** II, III. (Planche 1/2) 
La correspondance entre structure et code des produits synthetises est 
communique dans le tableau N IV (Planche 2/2). 
20 EFFET DE PROTECTION ANTI-PATHOGENIQUE DES OLIGOPEPTIDES 
Exempte 1 : Effet centre la fusariose du melon 

La pulverisation d'oligopeptides formules sur des plants de melon de sept jours et 
inocul6s par fusarium oxysporum fsp melonis quatre jours avant, permet d'obtenir 
une protection contre le pathog^ne. Paralldlement, un lot de plantules temoins a vu 
ses feuilles pulverisees avec de Teau. 

Dix jours apr^s inoculation, les symptdmes apparaissent uniquement chez les plants 
inocul§s trait6s avec de I'eau. Trois semaines apres Tinfection, ces jeunes plants 
Infectes se dess6chent et meurent 

Les plants inocules et traites avec les oligopeptides ne presentent pas de 
symptomes avant six semaines et continuent ensuite a se developper normalement. 
Ces resultats expriment clairement ie pouvoir eliciteur de ces oligopeptides sur la 
resistance des plants de melon vis-a-vis du fusarium sp. 
Exemple 2 : Effet contre les maladies aeriennes du melon 

En pulverisant des oligopeptides sur des jeunes plants de melon, on observe un 
effet similaire de protection contre Yo'fdium. 



25 



30 



35 



wo 2004/094464 



PCT/FR2003/001021 



-14- 



Cinq jours aprds inoculation du patliogene, les symptomes n'apparaissent que sur 
les plants traites avec de I'eau. Ceux trait§s avec les oligopeptides ne presentent 
que peu ou pas de symptomes et continuent d se developper nonnalement trois 
semaines apr^s inoculation. 
5 Selon les caracteristiques de base de I'invention, les oligopeptides utilises 

comme eliciteurs : 

- sont obtenus par voie de synthese organique ou enzymatique ; 

- ont la particularite d'etre des hetero et/ou homopolymeres rfacides amines, 
proteiques ou non proteiques, constituant des sequences desdits polymeres qui 

10 sont choisis pour leur propriete a former des structures des types helicoidales ou 
sous forme de feuillets p. 
La composition selon Tinvention peut : 

- comporter au moins un oligopeptide comprenant au moins un acide amine des 
types proteique, naturel et/ou synthfetique, et/ou non proteique, naturel et/ou 

15 synthetique; 

- se presenter soit sous la forme iiquide, notamment de solution aqueuse, soit sous 
la fonne solide, notamment de poudres, granules ou en enrobage de semences. 
Les oligopeptides utilises peuvent etre incorporfes a un vehicule utilise en agriculture 
de type mouillant et penetrant. 

20 L*utilisation des oligopeptides, selon I'invention, ont pour effet de reduire, lorsqu'ils 
sont appliques : 

- aux cereales, notamment le ble, le maTs et le riz, I'attaque des ofdiums. des 
septorioses, des rouilles, des fusarioses, des pyricularioses et des maladies 
bacteriennes et virales ; 

25 - aux arbres fmitiers, notamment le poirier et le pommier, I'attaque des oTdiums, 
tavelures, des monilioses, des maladies bact6riennes et virales telles que la 
€c Sharka y> ; 

- a la vigne, I'attaque de I'oTdium, du mildiou, du Botrytis. des maladies du bois, des 
maladies teliuriques et virales telles que le « Court-Noue » ; 

30 - aux gazons et en horticulture, les attaques des pythiac6es, champignons a 
sclerotes. fusarioses, oTdiums, maladies bacteriennes et virales ; 

- aux oieagineux, notamment le soja, le toumesol, le melon, la carotte, le chou-fleur 
et la pomme de terre, I'attaque des oidiums, des mildious, des pythiacees 
{Phytophtora, Pythium), des champignons a scl6rotes {Rhizoctonia, Sclerotinia, 
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Pyrenocheta), des champignons vasculaires [Fusarium, Verticilfium), des maladies 
bacteriennes et virales. 



wo 2004/094464 



PCT/FR2003/001021 



.16- 
REVENDICATIONS 

1- Oligopeptides utilises comme eliciteurs des defenses natureiles des plantes 
contra les pathogenes fonglques et/ou bacteriens et/ou viraux et/ou ravageurs par 
application foliaire, ractnaire ou par injection ; caract§ris6s en ce qu'ils sont obtenus 
par voie de synthase organique ou enzymatique ; en ce qu'ils ont la particularite 
5 d'etre des homopolymeres d'acides amines proteiques et/ou non proteiques at en ce 
que lesdits acides amines constituent des sequences desdits poiymeres qui sont 
choisis pour leur propriete a former des structures de type helicoTdales. 

2- Oligopeptides, selon la. revendication 1, caracterises en ce qu'ils 
pr6sentent la formuie suivante : 

10 




dans laquelle R = H, alkyi, alkyi substitu6 ; 

selon la configuration L ou D des aminoacides utilises : Ri et R2= H, alkyi. alkyi 
15 substitue ou chaine laterale des acides amines naturels ou non naturels, protegee 

dans le cas de chaines fonctionnelles : Ri et R2 pouvant etre identiques ; 

le cote N terminal des homopolymeres 6tant ou non acyle ; 

n etant compris entre 3 et 30 dans le cas d'homopolymeres obtenus en melange ; 

n etant compris entre 3 et 20 dans le cas d'homopo!ym§res purs et caracterises. 
20 3- Oligopeptides, selon la revendication 1 , caracterises en ce qu'ils 

presentent la formuie suivante : 




25 dans laquelle R = H, alkyl, alkyi substitue ; 

selon la configuration L ou D des aminoacides utilises : Ri et R2= H. alkyl. alkyl 
substitue ou chaTne laterale des acides amines naturels ou non naturels, protegee 
dans le cas de chaines fonctionnelles : R^ et R2 pouvant etre identiques ; 
le c6te N terminal des homopolymeres etant ou non acyle ; 

30 n 6tant compris entre 3 et 30 dans le cas d'homopolymeres obtenus en melange ; 
n etant compris entre 3 et 20 dans le cas d'homopolymeres purs et caracterises. 
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4- Composition caracteris§e en ce qu'elle comporte au moins un 
oligopeptide obtenu selon Tune quelconque des revendications pr§cedentes et 
comprenant au moins un acide amine de type proteique et/ou non proteique. 

5- Composition, selon la revendication 4, caracterisee les oligopeptides 
5 utilises sont incorpores a un vehicule utilise en agriculture de type mouillant et 

penetrant. 

6- Composition, selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle se 
presente sous la forme liquide, notamment de solution aqueuse. 

7- Composition, selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elie se 
10 presente sous la forme solide, notamment de poudres, granules ou en enrobage de 

semences. 

8- Utilisation des oligopeptides, tels que dSfinis dans Tune quelconque des 
revendications prec6dentes, caracterises en ce qu'ils ont pour effet de reduire, 
lorsqu'ils sont appliques : 

IS - aux cereales, notamment le bl§, le maYs et le riz, I'attaque des oTdiums, des 
septorioses,. des rouiltes, des fusarioses, des pyricularioses et des maladies 
bact6riennes et virales ; 

- aux arbres fruitiers, notamment le poirier et le pommier, Tattaque des oTdiums, 
tavelures, des monilioses, des maladies bacteriennes et virales telles que la 

20 « Sharka » ; 

- a la vigne, Tattaque de ToTdium, du mildiou, du Botrytis, des maladies du bois, des 
maladies telluriques et virales telles que le « Court-Noue » ; 

- aux gazons et en horticulture, les attaques des pythiacees, champignons a 
sclerotes, fusarioses, oTdiums, maladies bacteriennes et virales ; 

25 - aux ol§agineux, notamment le soja, le toumesol, le melon, la carotte, le chou-fleur 
et la pomme de terre, Tattaque des oTdiums. des mildious, des pythiacees 
{Phytophtora, Pythium), des champignons a sclerotes (Rhizoctonia, Sclerotinia, 
Pyrenocheta), des champignons vasculaires {Fusarium, Verticillium), des maladies 
bacteriennes et virales. 
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Produit J^^^^^^^ 


, ..,Acih/itS;ii*^!^^ 


>; %: d'acAiwitie p^^^ 


7 


99.16 


28.49 


8 


94.6 


27.18 


9 


112 


32.18 


10 


194 


55.74 


11 


102 


29.31 


12 


175 


50.28 


6 


348 


100 


Alaninol 


69.46 


19.96 


Alanine 


65.78 


18.9 


Aib 


53.1 


15.26 


GABA 


49.1 


14.11 


Mouillant seul 


73.5 


13.95 


Temoins non 


47.77 


13.72 



Tableau N°l 









TNT 


164.59 


71.68 


6 


187.5 


81.66 


13 


136.6 


59.49 


Produit de rifdrence 


229.59 


100 



Tableau N^ll 









TNT 


17.059 


26.12 


6 


45.4 


80.94 


13 


65.3 


100 


Prpdull de 


56.09 


85.89 



Tableau N'm 
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Correspondance entre structure et code des produits svnthetises 







1 


Ac-(Ala)n-Alaol 


2 


Ac-(Ala)n-Alaol-Ac 


3 


Ac-(Ala)n-Alaol 


4 


DoclecyI-(Ala)n-AIaol 


5 


Ac-(Ala)n-Alaol 


6 


H-(Ala)n-Alaol 


7 


H^a-Alaol 


8 


H-{AIa)2-AlaoI 


9 


H-(AIa)3-Alaol 


10 


H-(Ala)4-Alaol 


11 


H-(Ala)5-Alaol 


12 


H-(Ala)6-Alaol 


13 


H-(Ala)n-COOH 


14 


H-(Ara)7-AIaol 


GABA 


Adde Y-aminobutyrique 


Aib 


Acide a-aminoisobutyrique 


T.N.T 


Temoin non traite 
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